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La presente invention se rapporte a 
1 ' utilisation d' oligonucleotides stabilises comme principe 
actif antitumoral a action locale. 

Le traitement efficace des cancers reste I'un 
5 des defis majeurs de la medecine d' aujourd' hui . 

L'efficacite des therapeutiques 

convent ionnelles chirurgicales ou a visee cytolytique 
(chimiotherapie et radiotherapie) reste tres limitee dans 
de nombreux cancers . 

10 Pour les astrocytomes par exemple, dont le 

traitement repose principalement sur I'exerese 
chirurgicale et 1 ' irradiation cerebrale locale, la mediane 
de survie est seulement de 4 a 6 mois aprds exerese 
chirurgicale et de 8 a 10 mois avec 1 ' association 

15 chirurgie et radiotherapie. Une chimiotherapie 
complement a ire allonge la survie chez les patients de 
moins de 60 ans, mais de facpon trds modeste, de I'ordre de 
3 mois. Sous ce triple traitement, la mediane de survie 
reste inferieure a deux ans pour le grade histologique III 

20 (astrocytome anaplasique) et inferieure 1 an pour le 
grade IV (glioblastome) . La mortalite pour ces deux 
groupes est de 100% (Daumas-Duport C. et al. (1988), 
Cancer 62(10) pp 2152-65) . 

La stimulation du systeme immunitaire general 

25 dans le traitement des cancers est une idee ancienne et de 
tres nombreux produits ont ete testes, comme par exemple 
les extraits bacteriens (Jaeckle K. A, et al . (1990), J. 
Clin. Oncol. 8(8) pp 1408-18), I'ADN bacterien, notamment 
celui de Mycobacterium hovis (MY-1) (Tokunaga T. et al. 

30 (1984) , iJZ^CJ 72 pp 955-62) . MY-1 est cependant inef ficace 
pour augmenter la survie dans un module de gliome chez la 
souris (Nakaichi M. et al. (1995), J. Vet, Med. Sci. 57(3) 
pp 583-5). L'IL2 (Herrlinger U. et al . (1996), J. 
Neurooncol. 27(3) pp 193-203) et plus recemment l'IL12 

35 (Kishima H. et al. (1998), Br. J. Cancer 78(4) pp 446-53 ; 
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Jean W. C. et al . (1998). Neurosurgery 42(4) pp 850-6) ont 
^galement 6te etudies. 

Malheureusetnent, la plupart de ces produits 
ont une efficacitg limitee ou une toxicity inacceptable et 
5 a ce jour, seul le BCG de Mycobacterium bovis a abouti ^ 
des applications clinigues, mais seulement dans des 
indications trds limitees de cancers de la vessie (Soloway 
M. S. et al. (1988), Urol. Clin. North Am. 15 pp 661-9) 

Lea oligonucleotides sont constitu4s d'une 
0 succession de bases purigues ou pyrimidiques variables 
choisies afin d'etre complementaires d'un gdne donn^' 
Inject^s Chez 1' animal, les oligod^soxynuclgotides 
pendtrent dans les cellules et en se combinant 
specifiquement avec I'ARN messager ou I'ADN genomique 
5 correspondant , ils inhibent !■ expression du g^ne 
correspondant . C'est ce qu'on appelle des 

oligodesoxynucl^otides antisens. 

En fait, il a ete r^cemment montre que les 
oligodesoxynucleotides synthetiques possedaient parfois 
des effets biologiques propres, en dehors de leurs 
proprietes antisens classiques. 

Certains oligodesoxynucleotides, 
independamment de toute sequence antisens connues, 
stimulent, in vitro et in vivo, la proliferation des 
lymphocytes B, 1' activity des cellules NK et induisent la 
secretion par ces cellules d'IFN a, d'IFN p, d'IFN y, 
d'IL6, d'IL12 ou de TNF a (Yamamoto S. et al. (1992), J. 
Immunol. 148(12) pp 4072-6 ; Yamamoto T. et al. (1994)' 
Microbiol. Immunol. 38(10), pp 831-6 ; Yi A. K. et al'. 
(1996), J. Immunol. 157(12) pp 5394-402 ; Ballas Z. K. et 
al. (1996), J. Immunol. 157(5) pp 1840-5 ; Cowdery J. s. 
et al. (1996), J. Immunol. 156(12) pp 4570-5 ; Stacey K.' 
J. et al. (1996), j. Jmmunol. 157(5) pp 2116-22) . 
L' ensemble de ces cytokines orients vers une reponse 
immunitaire de type Thl (Chu R.S. et al . (1997), j. Exp 
Med. 186(10) pp 1623-31). 
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Des auteurs ont montre que les proprietes 
immiinostimulantes de ^ces oligodesoxynucleotides sont en 
grande partie depehdahtes de motifs 5'-CG-3' non methyles 
(dinucleotides CpG non methyles) qui sont sous-representes 
5 dans I'ADN de mammif^res (Kuramoto E. et al. (19 92) , Jpn. 
J. Cancer Res., 83 pp 1128-31) . 

Si la sequence 5'-CG-3' non methylee est 
indispensable, les deux nucleotides adjacents sont 
egalement cruciaiix pour I'activite biologique optimale 
10 puisque certains auteurs ont montre que les hexameres les 
plus efficaces semblent etre ceux du type 
5' -purine -purine -CG-pyrimidine-pyrimidine -3 ' (Krieg A. M. 
et al. (1996), Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 6(2) pp 
133-9) . 

15 Recemment dans la demande Internationale 

WO 9855495, Schwartz D. et al. ont montre, que tous les 
hexameres tels que definis par Krieg A. M. et al. (deja 
cite) n*etaient pas immunostimulants et qu'il convenait 
plutot de definir des octamdres, de sequence 

20 5' -purine-purine-CG-pyrimidine-pyrimidine-CC-3 ' ou de 
sequence 5' -purine-purine-CG-pyrimidine-pyrimidine-CG-3 ' , 
pour avoir de manidre certaine une activite 
immunostimulante . 

Les oligonucleotides sont des polymeres formes 

25 par la combinaison de bases et de sucres, notamment des 
ribonucleotides ou des desoxyribonucleotides . A I'etat 
naturel, les liaisons sont des liaisons phosphoesters 
sensibles aux nucleases de I'organisme humain. Ainsi les 
oligonucleotides presentent une demi-vie trds court e (de 

30 I'ordre de la minute) quand ils sont injectes chez 
I'homme, ce cjui limitent leurs effets biologiques. 

Aussi plusieurs etudes ont cherche a 
stabiliser les oligonucleotides en modifiant leur 
structure chimique pour les rendre resistants aux 

35 nucleases, Plusieurs types d* oligonucleotides stabilises 
ont ainsi §te crees comme, entre autres, les 
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phosphorothioates ou les methylphosphonates, (Crooke R. M. 
(1991)/ Anti-Cancer Drug Design 6 pp 609-46). Les plus 
frequemment utilises sont les oligonucleotides 
phosphorothioates . 
5 Les proprietes des oligonucleotides 

immunostimulants font actuellement I'objet de recherches 
pour determiner leur inter§t comme adjuvant de certains 
vaccins anti* infect ieuX/ comme 1' hepatite B (par exemple 
Davis H. L. at al . (1998), The Journal of Itmunology 

10 160 (2) pp 870-6) . 

En cancerologie, ils sont utilises 
principalement pour stimuler 1 * immunisation dirigee contre 
un antigene tumoral specif ique. Ainsi deux etudes 
rapportent des effets antitumoraux, obtenus dans un modele 

15 de lymphome murin, lorsque des oligodesoxynucl^otides 
immunostimulants sont utilises a distance comme adjuvants, 
une partie de 1 ' immunoglobuline des cellules 
lymphoma teuses etant utilisee comme antigene. (Weiner G. 
J. et al. (1996), Proc. Natl. Acad. Sci. 94, pp 10833-7 ; 

20 Wooldridge J. E. et al. (1997) Blood 89(8) pp 2994-8). 

Cependant la realisation de tels vaccins chez 
I'homme se heurte a des problemes techniques 
considerables, principalement en raison de la difficulte 
qui existe a determiner un antigene cible potentiel face k 

25 un cancer donne chez un malade donne. 

Alors que les deux etudes rapportees par 
Weiner G. J. et al. et par Wooldridge CT.E. et al. (deja 
cites) montrent que les oligodesoxynucleotides , lorsqu'ils 
sont utilises seuls, ne possedent aucun effet antitumoral 

30 et que la demande WO 98/55495 divulgue 1 'utilisation 
d' oligonucleotides comme adjuvant destine a stimuler une 
immunity contre un antigene specif ique, quelque soit le 
site d' injection, les Inventeurs ont montre, de maniere 
surprenante, dans un modele syngenique de gliome de rat et 

35 dans un modele syngenique de neuroblastome de souris, que 
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1' injection d' oligonucleotides stabilises, seuls, sans 
antigene associe, en particulier lorsque 1' injection est 
faite dans la tumeur elle-meme, a des effets antitumoraux 
r emar quab 1 e s . 

5 De plus les Inventeurs ont montre que cet 

effet est lie d'une part a la presence d'une sequence 
particulidre et d' autre part a la stabilisation des 
liaisons phosphates entre les bases et les sucres formant 
ces oligonucleotides. 

10 En consequence, les Inventeurs se sent donnes 

pour but d'utiliser certains oligonucleotides stabilises, 
comme principe actif antitumoral a action locale. 

Ainsi la presente invention a pour objet, 
1 'utilisation d' oligonucleotides stabilises qui 

15 comprennent au moins une sequence hexamerique du type : 

5 • -purine-purine-CG-pyrimidine-pyrimidine-3 ' pour la 
preparation d'un medicament ^ action antitumorale locale. 

La presente invention a egalement pour objet 
1 'utilisation d' oligonucleotides stabilises qui 

20 comprennent au moins une sequence octamerique du type : 
5 ' -purine-purine-CG-pyrimidine-pyrimidine-CG-3 ' ou 
5 ' -purine-purine-CG-pyrimidine-pyrimidine-CC-3 * comme 
principe actif antitumoral a action locale. 

Dans un mode de realisation prefere de 

25 1' invention les oligonucleotides stabilises utilises 
comprennent au moins une sequence hexamerique choisie dans 
le groupe const itue par : AACGTT, GACGTT, AGCGTT, GGCGTT, 
AACGTC, GACGTC, AGCGTC, GGCGTC . 

Dans un mode encore plus prefere de 

30 realisation de 1' invention, les oligonucleotides 
stabilises utilises comprennent au moins une sequence 
choisie dans le groupe constitue par : AACGTTCC, GACGTTCC, 
AGCGTTCC, GGCGTTCC, AACGTTCG, GACGTTCG, AGCGTTCG, 
GGCGTTCG, AACGTCCC, GAC6TCCC, AGCGTCCC, GGCGTCCC, 

35 AACGTTCG, GACGTTCG, AGCGTTCG, GGCGTTCG. 



Dans un autre mode de realisation prefere de 
1' invention, I'une au moins des bases des hexameres et 
des octamdres decrits ci-dessus peut etre modifiee, 
notamment I'une au moins des cytosines peut Stre 
5 remplacee par une 5-bromocytosine. 

Dans un autre mode de realisation prefere de 
1 'invention, 1' oligonucleotide stabilise utilise est 
choisi dans le groupe constitue par les sequences : 
SEQ ID N° 1 : 5 ' -TGACCGTGAACGTTCGAGATGA-3 ' 

10 SEQ ID N<> 2 : 5 ' -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 * 
SEQ ID N° 3 : 5 ' -TCATCTCGAACGTTCCACAGTCA-3 ' 
SEQ ID N° 4 : 5 ' -TGACTGTGAACGTTCCAGATGA-3 ' 
SEQ ID N° 5 : 5 ' -TCCATAACGTTCGCCTAACGTTCGTC-3 ' 
SEQ ID N<> 6 : 5 ' -TGCCAGTGACGTCATGTGAC-3 ' 

15 Conformement a 1 ' invention, les 

oligonucleotides stabilises utilises sont selectionnes 
notamment dans le groupe constitue par les 
oligonucleotides phosphorothioates, les oligonucleotides 
methylphosphonates ou les oligonucleotides dont au moins 

20 une extremite a ete stabilisee (Crooke R, M. (1991) , 
Anticancer .Drug Design, 6 pp 609-46) . De preference les 
oligonucleotides stabilises utilises selon la presente 
invention sont des phosphorothioates . 

Conformement a 1' invention, les 

25 oligonucleotides stabilises peuvent etre utilises sous 
forrme de simple brin ou de double brin. 

Pour 1 'utilisation conformement a 1 * invention, 
les oligonucleotides stabilises peuvent avoir n'importe 
quelle longueur superieure a 6 bases ou 6 paires de 

3 0 bases, de preference plus de 2 0 bases ou de 20 paires de 
bases . 

Conformement a la presente invention, les 
oligonucleotides utilises peuvent comprendre plusieurs 
sequences precedemment decrites adjacentes ou non, ils 
35 peuvent comprendre egalement d'autres sequences 
biologiquement actives, comme des sequences antisens, Les 




sequences hexamericpaes ou octameriques peuvent el les * 
metnes etre incluses dans des sequences antisens. 

Les oligonucleotides stabilises peuvent etre 
utilises, conf ormement a 1' invention, comme principe actif 
5 antitumoral a action locale. 

La presente invention a egalement pour objet 
1 • utilisation des oligonucleotides stabilises comme 
principe actif antitumoral a action locale, pour la 
preparation de medicaments aptes a etre utilises dans le 

10 traitement des cancers, quels que soient leur nature et 
leur degre d'anaplasie, en particulier les cancers des 
systdmes nerveux central et peripherique, notarament les 
astrocytomes, les glioblastomes, les medulloblastomes , les 
neuroblastomes , les melanomes et les carcinomes. 

15 Les oligonucleotides stabilises, utilises 

conf ormement ^ 1* invention, peuvent etre couples par des 
liaisons covalentes, ioniques ou faibles a une molecule 
susceptible d ' augmenter 1 * af finite tumorale , comme par 
exemple un anticorps specif ique du tissu tumoral. 

20 Les oligonucleotides stabilises sont utilises 

pref erentiellement par voie intra- tumorale , mais ils 
peuvent etre administr^s egalement par toutes autres 
voies, eventuellement par voies multiples, notamment par 
voies intraveineuse, intraperitoneale , topique, 

25 transdermique, sous-cutanee, intra-arterielle, 

pulmonaire, naso-pharyngee ou orale, en solutions, en 
suspensions aqueuses ou huileuses, en poudre ou sous 
toute forme pharmaceutiquement acceptable . 

lis peuvent etre administres en une ou 

30 plusieurs fois ou en liberation continue, notamment au 
moyen de micropompes osmotiques , ou associes a tout moyen 
physique ou chimique, notamment k des agents encapsulants 
comme les systemes de dispersion colloidaux et les 
polymdres, les administrations pezmettant d' avoir une 

35 dose therapeutiquement efficace au site tumoral. 
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Les doses efficaces seront determinees en 
fonction de I'Sge, de I'etat de sante, du poids du 
patient et du type de cancer a traiter. Typicjuement , les 
doses efficaces chez I'homme sont telles qu'au site 
5 tumoral, les doses sont comprises entre 10 et 1000 ixg/g 
de tumeur. 

Conformement a 1' invention, 1 'utilisation des 
oligonucleotides peut etre combinee avec d'autres 
therapies, notamment la chirurgie, la radiotherapie, la 

10 chimiotherapie, 1 ' immunotherapie et des therapies 
dif f erenciantes . 

Outre les dispositions qui precedent, 
1 * invention comprend encore d'autres dispositions, qui 
ressortiront de la description qui va suivre, qui se 

15 refere aux exemples de realisation de 1 'utilisation, 
objet de la presente invention, ainsi qu'aux dessins 
annexes , dans lesquels : 

- la figure 1 illustre les resultats obtenus 
apres une injection intra- tumorale de 

20 1 ' oligodesoxynucleotide phosphorothioate PTl (SEQ ID 2 
5 • -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 ' ) , dans le modele du ' gliome 
CNSl dans le cerveau de rat Lewis (BCruse C. A. et al, 
(1994), J, Neurooncol. 22 pp 191-200), sur le temps de 
survie des animaux temoins (-) ; PTl 50p.g injecte ^ Jl 

2 5 (-.-.-.), PTl 50|i,g injecte a J5 (.,..) et PTl SO\xg 

injecte a J9 ( ), apres I'injection des cellules 

tumorales , L' evaluation statistique des resultats est 
realisee par le test de Kaplan-Meier. 

- la figure 2 illustre I'effet d'une injection 
30 intra -tumorale a Jl de 1 ' oligodesoxynucleotide 

phosphorothioate PTl (SEQ ID 2 

5 ' -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 * ) , a dif f erentes doses , dans 
le modele du gliome CNSl du rat Lewis, sur le temps de 

survie des animaux temoins {-) ; PTl 50|J.g ( ) , PTl 

35 lO^xg (-.-.-.) et PTl 1 jxg ( ). 
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- la figure 3 illustre I'effet d'une injection 
intra- tumorale de 1 ' oligodesoxynucleotide 
phosphorothioate PTl (SEQ ID N*' 2 
5 • -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 ' ) , ou de 

5 1 • oligodesoxynucleotide phosphorothioate IMM (SEQ ID N** 9 
5 ' -TGACTGTGAAGGTTCGAGATGA-3 * ) , dans un modele de tumeurs 
gliales sous-cutanees . A J2 apres 1 'injection des 
cellules tumorales, les animaux regoivent, par voie sous 
cutan^e, au niveau du site tumoral, du chlorure de sodium 
10 (temoin -♦-) / ou 50 fxg de PTl (-A-)ou 100 /xg de PTl (-•-) 
ou 50 fxg d'IMM (-□-). Le volume de la tumeur est evalue 
tous les deux jours. Les resultats sont exprimes en 
moyenne ± s.e.m. (test anova) . 

- la figure 4 illustre I'effet d'une injection 
15 intra- tumorale de 1 'oligodesoxynucleotide 

phosphorothioate PTl ou de 1 ' oligodesoxynucleotide 
phosphodiester PEl ayant tous les deux la SEQ ID N° 2 
(5 ' -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 ') , dans un modele de tumeurs 
gliales sous-cutanees, A J2 apres 1' injection des 

2 0 cellules tumorales, les animaux regoivent par voie sous 
cutanee, au niveau du site tumoral, du chlorure de sodium 
(temoin -♦-) , ou 100 fig de PEl (-□-)ou 100 fxg de PTl 
( - ) . Le volume de la tumeur est evalue tous les deux 
j ours - Les resultats sont exprimes en moyenne ± s . e .m- 

25 (test anova) . 

- la figure 5 illustre I'effet d'une injection 
intra -tumorale de 1 'oligodesoxynucleotide 
phosphorothioate PTl (SEQ ID N° 2 
5 ' -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 ') , OU de 

30 1 ' oligodesoxynucleotide phosphorothioate IMM (SEQ ID 9 
5 ' -TGACTGTGAAGGTTCGAGATGA-3 ' ) , dans le modSle du 
neuroblastome neuro2a chez la souris A/J (Sigal R. K. et 
al. (1991), J. Pediatr. Surg. 26 pp 389-96). A J2 apres 
1' injection de ces cellules tumorales, les animaux 

35 regoivent, par voie sous cutanee au niveau du site 
tumoral, du chlorure de sodium (temoin -♦-) , 50 |Lig de PTl 
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(-■-), 100 [xg de PTl ou 50 |ig d'IMM {-□-). Le 

volume de la tumeur est evalue tous les quatre jours. Les 
r^sultats sont exprimes en moyenne ± s.e.m. (test-t de 
Student) . 

5 - la figure 6 illustre I'effet d'une injection 

par voie sous-cutanee ou par voie intraperitoneale de 
1 *oligodesoxynucleotide phosphorothioate PTl (SEQ ID N° 2 
5 ' -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 ' ) , a la dose de 50 ^ig dans le 
modele du neurob las tome neuro2a chez la souris A/ J (Sigal 

10 R.K. et al. (1991), J". Pediatr. Surg. 26 pp 389-96). A J2 
apres 1' injection de ces cellules tumorales, les animaux 
(n=6 par groupe) regoivent 100 \il de chlorure de sodium 
(groupe temoin -♦-) ou 50 |Lig de PTl injectes par voie 
i.p. {-■-) ou par voie s.c. ^ distance de la tumeur (-^— ) 

15 dans 10 0 fil de chlorure de sodium. 

Les examples qui suivent illustrent 
1 'invention, sans toutefois la limiter a ces modes de 
realisation particuliers . 

2 0 Exexnple 1 : Effet d'une injection intra- tumorale ou d'une 
injection intraperitoneale de PTl (SEQ ID 2 
5 ' -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 ' ) sur la survie des animaux 
dans le xnodele du gliome CNSl dans le cerveau de rat 
Lewis 

25 1. Mode operatoir_e : 

Des cellules de gliome CNSl cultivees in vitro 
sont greffees dans le cerveau de rat Lewis sains, k raison 
de 10^ cellules dans le cortex parietal droit de rats 
(Kruse C. A. et al, (1994), J*, Neurooncol, 22 pp 191-200). 
30 a) injection intra - tumoral e : 

50 ptg de PTl dans 7 \il de chlorure de sodium 
sont injectes au niveau du site tumoral a 1, 5 et 9 jours 
apres la greffe (groupe traite a Jl, n=6 ; groupe traite 
a J5, n=8 ; groupe traite a J9, n=4) ; un groupe temoin 
35 (n=14) revolt du chlorure de sodium. 

b) injection intraperitoneale : 
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50 /xg de PTl sont injectes par voie 
intraperitoneale, a Jl (n = 5) ; un groupe temoin regoit 
du chlorure de sodium (n = 5) . 

2. Regult^tg : 
5 a) injection intra -tumojrale : 

lis sont illustres dans la figure 1- 
Le groupe temoin montre une survie moyexme de 
15 jours et tous les animaux meurent avant le 2 3 erne jour. 

La survie des animaux traites par PTl est tres 
10 augmentee avec des survies a long terme (>90 jours) de 67% 
(p<0,01)/ de 88% (p<0,002) et de 50% (p<0,02) pour les 
rats traites k Jl, J5 et J9 respectivement . 

Tous les animaux morts presentent des tumeurs 
cerebrales a I'autopsie, 
15 Chez les rats survivants, aucun ne presente de 

signes neurologiques et aucune tumeur n'est trouvee a 
I'autopsie pratiquee a J90. 

b) injection intraperitoneAle : 
Dans ces conditions le PTl n'a pas d'effet 
20 signif icatif . 

Example 2 : E£fet d'une injection intra- tumorale de PTl 
(SEQ ID N*» 2 5'-TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3') a differentes 
doses sur la survie des animaux dans le modele du glioma 
25 CNSl du rat Lewis 

1. iWQde ppgyatoiyg : 

Les rats regoivent a Jl aprds la greffe 
realisee dans les conditions decrites a I'exemple 1, une 
injection intra-tumorale de 1 \ig, 10 p-g ou 50 [ig de PTl 
3 0 dissous dans 7 jxl de chlorure de sodium ou le vehicule 
seul (n=5 par groupe) . 

2. Rggult^tg : 

lis sont illustres dans la figure 2. 

Une survie superieure a 90 jours est obtenue 
35 dans 60% des cas (p<0,01) aprds une injection unique de 



50 ixg, at dans 20% des cas (non signif icatif ) apres une 
dose de 10 fxg. 

11 n'y a aucun survivant apres une dose de 

1 fjLg (n=5) . 

5 Tous les rats temoins sont morts. 

Chez les rats survivants, aucun ne presente de 
signes neurologiques et aucune tumeur n ' est trouvee ^ 
I'autopsie pratiquee a J90. 

10 Exemple 3 : Etude de la memolre Imzaxinltalre a 3 mois dans 
le modSle du gliome CNSl du rat Lewis apres Injection de 
PTl (SEQ ID N** 2 5» -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 ■ ) 

1. Modg Qp^ir^.tQir^ : 

Chez des rats (n=5) , traites a J5 aprds la 
15 greffe, par 50 ng de PTl et ayant survecu grace ce 
traitement au PTl, une nouvelle greffe de 10^ cellules est 
pratiquee sur un autre site du cortex cerebral dans les 
conditions decrites a 1* exemple 1, 12 jours apres la fin 
du traitement initial. 
20 Parallelement , une greffe de 10^ cellules est 

realisee chez des rats non traites auparavant . 

2, Regult^tg : 

A 90 jours tous les animaiix prealablement 
traites au PTl ont survecu sans traitement supplementaire , 

25 L* analyse histologique montre qu'il n'y a 

aucune tumeur residuelle tant pour le premier site 
d ' implantation des cellules tumorales que pour le second 
site . 

Tous les animaux temoins sont morts* 

30 

Exemple 4 : Comparaison des effets d'xme injection 
intra- tumorale de PTl (SEQ ID 2 

5 ' -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 M sur la survie des animaux 
dans le modele du gliome CNSl du rat Lewis avec celle 
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d'uxi ollgodesoxynucleotide (IMM) comprenant \ine sequence 
non dLmzniinostiimilante octanucleotidicjue (SEQ ID N*' 9 
5 • -TGACTGTGAAGGTTCGAGATGA -3 ' ) 

1. Mode operatoire : 
5 Les rats resolvent a Jl apres la greffe 

realisee dans les conditions decrites a 1' example 1, une 
injection intra- tumorale de 50 \xg de IMM dissous dans 7 
|il de chlorure de sodium ou le vehicule seul (n=5 par 
groupe) . 
10 2, Resultats : 

La duree de vie entre le groupe temoin, ayant 
regu le chlorure de sodium, et le groupe traite, ayant 
regu 1 ' IMM n'est pas statistiquement diff^rente. 

Ainsi, un oligonucleotide ne comportant pas de 
15 sequence immunostimulante ne permet pas d'augmenter la 
survie, a 1' inverse d'un oligonucleotide comportant une 
telle sequence (voir exemples 1 et 2) . 

Example 5 : E££et d'une injection intra- tumorale de PTl 
2 0 ( SEQ ID N** 2 5 ' -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA- 3 ' ) ou d » un 
oligodesoxynucleotide (IMM) comprenant une sequence non 
immunostimulante octanucleotidique (SEQ ID N** 9 
5 ■ -TGACTGTGAAGGTTC6AGATGA -3") dans iin modele de tumeurs 
gliales sous-cutanees . 
25 1. Hocjl^ Qp#r^tQjlyg : 

Des cellules de gliome CNSl cultivees in 
vitro, sont injectees par voie sous-cutanee a des rats 
Lewis sains, a raison de 2x10^ cellules dans le flanc 
droit (Kruse C. A. et al . (1994), J. Neurooncol. 22 pp 
30 191-200) . 

Ce modele permet de suivre avec plus de 
precision la croissance de la tumeur, qui peut etre 
aisement evaluee tous les jours chez 1 * animal vivant. Dans 
ce modele 100% des animaux injectes developpent une tumeur 
35 qui croxt pendant au moins 2 semaines. 
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Ensuite, a J2 apres 1' injection des cellules 
tumorales, 50 /xg ou 100 /ig de PTl ou 50 /xg d'IMM, dans 100 
^1 de chlorure de sodium, sont injectes au niveau du site 
tumoral (groupe traite par 50 fig de PTl, n=9 ; groupe 
5 traite par 100 fxg de PTl, n=6 ; groupe traite par 50 /xg 
d'IMM, n=9) ; un groupe temoin (n=9) rec?oit 100 /zl de 
chlorure de sodium. 

La croissance tumorale est mesuree tous les 
deux jours, et le volume tumoral est estime au moyen de la 
10 formule : 

Vol= (longueur x largeur x largeur x n)/6, 

Les animaux sont sacrif ies a J12 apr^s 
1' injection des cellules tumorales. 

2 . Rggultatg. : 
15 lis sont illustres dans la figure 3- 

Dans le groupe temoin, 9 animaux sur 9 ont 
developpe une tumeur, avec un volume moyen de la tumeur a 
J12 d' environ 900 mm^ . 

Dans le groupe traite par I'IMM, 9 animaux sur 
20 9 ont developpe une tumeur., avec un volume moyen de la 
tumeur a J12 d' environ 1100 mm"^ . 

Dans le groupe traite par PTl 50 /Ltg, 7 animaux 
sur 9 ont developpe une tumeur, avec un volume moyen de la 
tumeur a J12 d' environ 400 mm^, alors que dans le groupe 
2 5 traite par PTl 10 0 fig , seulement 3 animaux sur 6 ont 
developpe une tumeur, avec un volume moyen de la tumeur a 
J12 d* environ 2 00 mm^ . 

L' ensemble de ces resultats confirme done que 
le PTl a un effet antitumoral marque, lie ^ la presence 
30 d ' une sequence immunostimulante . 

Get effet est dose -dependant . 

Exezaple 6 : Effet d ' une in j ec t ion intra- tuonorale de PTl 
(olxgodesoxynucleotide phosphorothloate) ou de PEl 
35 (oligodesoxynucleotide non stabilis'') dcuis un znodele de 
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tumeurs gliales sous-cutanees ; PTl et PEl ayant tous les 
detix la meme sequence imnninostlmulante (SEQ ID 2 
5 • -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 • ) 

1. Mod^ op^yatpiye : 
5 Des cellules de gliome CNSl cultivees in 

vitro, sont inject ees par voie sous -cutanea a des rats 
Lewis sains, a raison de 2x10^ cellules dans le flanc 
droit, dans les conditions decrites a I'exenple 5, 

Ensuite, a J2 apres 1* injection des cellules 
10 tumorales, 10 0 fig de PTl ou 100 fxg de PEl sont injectes au 
niveau du site tumoral (groupe traite par 100 /zg de PTl 
dans 10 0 fil de chlorure de sodium, n=6 ; groupe traite par 
100 /zg de PEl dans 100 /zl de chlorure de sodium, n=6) ; un 
groupe temoin (n=6) regoit 100 ijlI de chlorure de sodium. 

15 La croissance tumorale est mesur^e tous les 

deux jours, et le volume tumoral comme il est decrit dans 
1 ' exemple 5 . 

Les animaux sont sacrifies a J12 apres 
1* injection des cellules tumorales. 

20 2 . Rg^ult^tg : 

lis sont illustres dans la figure 4. 
Dans le groupe temoin, 6 animaux sur 6 ont 
developpe une tumeur avec un volume moyen de la tumeur a 
J12 d* environ 12 00 mm*^ . 
25 Dans le groupe traite par PEl, 6 animaux sur 6 

ont developpe une tumeur, avec un volume moyen de la 
tumeur a J12 d' environ 1000 mm^ . 

Dans le groupe traite par PTl 100 /zg, 
seulement 3 animaux sur 6 ont developpe une tumeur, avec 
30 un volume moyen de la tumeur a J12 d' environ 200 mm^ . 

Exen^le 7 : Recherche du mecanisme des e££ets du PTl (SEQ 
ID N** 2 5» -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 M , in vitxo et in vivo 
sur les cellules du gliome CNSl 

35 1, Mode op erate ire : 



a) in vitro : 

A JO, on met des cellules de gliome CNSl 
en culture. A Jl, on ajoute I ces cellules PTl a des 
concentrations de 0,05 ^iM, 0,5 ^iM et de 5 jiM et a J3 on 
traite les cellules par de la trypsine et on mesure leur 
viability . 

b) in vivo : voir le mode operatoire de 

1 ' exemple 1 . 

2. Result^■a^g : 

a) in vitro 

PTl, a des concentrations de 0,05 iiM, 0,5 
et de 5 ne possdde pas d' action cytotoxique directe sur 
les cellules CNSl aprSs 4 8 heures de culture. 

b) in vivo 

En revanche, les etudes inununohistochimigues 
montrent que 1' injection de 50 fig de PTl au sein de la 
tumeur, declenche une infiltration massive de cellules NK, 
de macrophages et de cellules microgliales alors que 
1' injection de chlorure de sodium est sans effet. 

Ces resultats suggerent que 1' action du PTl 
est due a une activation du systeme imraunitaire local. 

Exemple 8 : Effet d'uaie injection intra- tumorale de PTl 
(SEQ ID N« 2 5'-TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3-) et d-IMM (SEQ 
ID N« 9 5'-TGACTGTGAAGGTTCGAGATGA-3') dans le moddle du 
neuroblastoste neuro2a chez la souris A/ J 

1- Mode opera toi T-^ ; 

La tumeur est obtenue par injection d'un 
million de cellules neuro2a dans le flanc droit de souris 
A/J (Sigal R. K. et al . (1991), j. Pediatr. Surg., 26 
pp 389-96) . Cette tumeur grossit en 15-20 jours, 
aboutissant generalement au deeds de 1' animal ou obligeant 
a son sacrifice. 

A J2 aprds 1" injection de ces cellules 
tumorales, 50 ng ou 100 jig de PTl ou 50 ^ig d' IMM dans 
100 Hi de chlorure de sodium ou 100 ^ll de chlorure de 
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sodium (groupe temoin) sont injectes au meme endroit (n=6 
animaux par groupe) . 

La croissance tumorale est mesuree tous les 
quatre jours et le volume tumoral est mesure comme indique 
5 dans 1 ' exemple 5 . 

Les animaux sont sacrifies a J22 apres 
1' injection des cellules tumorales- 

2. Resultats : 

lis sont illustres dans la figure 5. 
10 Dans ce modele, le volume moyen de la tumeur a 

3 

J22 est d* environ 800 mm dans le groupe temoin, d' environ 
1200 mm"^ dans le groupe traite par 50 [ig d'IMM, d'environ 
200 mm dans les groupes traites par 50 |ig ou 100 |ig de 
PTl. 

15 

Exeznple 9 : E££et d'une Injection par vole sous-cutanee ou 
par voie intraperitoneale de PTl (SEQ ID N"" 2 
5 • -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 • ) a la dose de 50 ng dans le 
modele du neuroblastome neuro2a chez la sourls A/J 

20 1. Mode op^y^tQlyg : 

La tumeur est obtenue selon le mode operatoire 
decrit dans 1' exemple 8. 

A J2 apres 1' injection des celllules 
tumorales, 50 |Lig de PTl dans 100 |il de chlorure de sodium 
25 ou 10 0 1x1 de chlorure de sodium (groupe temoin) sont 
injectes soit par voie sous-cutanee a distance de la 
tumeur, soit par voie intraperitoneale (n=6 aniaux par 
groupe) , 

La croissance tumorale est mesuree tous les 
3 0 quatre jours et le volume tumoral est mesure comme indique 
dans 1 ' exemple 5 . 

Les animaux sont sacrifies a J22 apres 
1' injection des cellules tumorales. 
2 . Resultats : 
35 lis sont illustres dans la figure 6, 
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Dans ce modele, le volume moyen de la tutneur a 
J22 est d' environ 1000 mm^ dans le groupe temoin, 
d' environ 400 mm^ dans le groupe traits par 50 jag de PTl 
injecte par voie sous-cutane et d' environ 500 mm^ dans le 
5 groupe traite par 50 ^ig de PTl injecte par voie 
intraperitoneale . 

Exemple 10 : Effet d'xine injection repetee par voie sous- 
cutanea de PTl (SEQ ID W 2 5 • -TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3 • ) 
10 ou d'lMM <SEQ ID N° 9 5 « -TGACTGTGAAGGTTCGAGATGA-3 M a la 
dose de 10 |ig pendant 15 jours dans le modele du 
neuroblastoma neuro2a chez la souris A/J 

1. Mode operatoire : 

La tumeur est obtenue selon le mode operatoire 

15 decrit dans I'exenple 8. 

La croissance tumorale est mesuree 
regulierement chez tous les animaux et lorsque le diainetre 
de la tumeur atteint 5 mm, PTl est injecte, par voie 
sous-cutanee, autour de la tumeur, pendant 15 jours, h la 

20 dose de 10 (xg par jour dans 100 |il de chlorure de sodium 
(groupe traite par PTl, n=7) ou IMM est injecte par voie 
sous-cutanee autour de la tumeur pendant 15 jours ^ la 
dose de 10 jug par jour dans 10 0 fxl de chlorure de sodium 
(groupe traite par IMM, n=4) ou 100 \xl de chlorure de 

25 sodium est injecte par voie sous-cutanee autour de la 
tumeur pendant 15 jours (groupe temoin, n=6) - 

2, ReguJ.t^.tg : 

Dans le groupe temoin et dans le groupe traite 
par I'IMM, la croissance tumorale n'est pas ralentie et 
30 tous les animaux de ces deux groupes meurent de leur 
tumeur . 

Dans le groupe traite par PTl, la disparition 
complete de la tumeur, sans recidive a long terme, est 
observee chez 3 souris ; chez 3 autres les tumeurs se 
3 5 stabilisent pendant 3 semaines mais reprennent ensuite 
leur progression jusqu'aux deces des animaux- 
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Ces resultats montrent que les 

oligonucleotides immunostimulants stabilises utilises 
selon 1' invention, possedent un effet anti-tumoral 
intrinseque marcfue, lie a la presence de la sequence 
5 immunostimulante et & leur stabilisation. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d* oligonucleotides stabilises 
qui comprerinent au moins une sequence hexamerique de type, 
5 * -purine-purine-CG-pyriaiidine-pyrimidine-3 ' pour la 

5 preparation d'un medicament a action antitumorale locale. 

2. Utilisation d ' oligonucleotides stabilises 
qui comprennent au moins une sequence octamerique du type 

5 ' -purine-purine-CG-pyrimidine-pyrimidine-CG-3 ' ou 
5 * -purine -purine-CG-pyrimidine-pyrimidine-CC- 3 ' comme 
10 principe actif antitumoral a action locale. 

3. Utilisation d' oligonucleotides stabilises 
selon la revendication 1 caracterisee en ce que lesdits 
oligonucleotides comprennent au moins une sequence 
hexamerique choisie dans le groupe constitue par AACGTT, 

15 GACGTT, AGCGTT, GGCGTT, AACGTC, GACGTC, GACGTC, AGCGTC, 
GGCGTC . 

4. Utilisation d' oligonucleotides stabilises 
selon la revendication 2 caracterisie en ce que ledits 
oligonucleotides comprennent au moins une sequence choisie 

20 dans le groupe constitue par : AACGTTCC, GACGTTCC, 
AGCGTTCC, GGCGTTCC, AACGTTCG, GACGTTCG, AGCGTTCG, 
GGCGTTCG, AACGTCCC, GACGTCCC, AGCGTCCC, GGCGTCCC, 
AACGTTCG, GACGTTCG, AGCGTTCG, GGCGTTCG. 

5- Utilisation selon I'xine quelconque des 

25 revendi cat ions 1 a 4, caracterisee en ce que 
1' oligonucleotide est choisi dans le groupe constitue par 
les sequences SEQ ID N° la SEQ ID 6. 

6. Utilisation selon I'une quelconque des 
revendi cat ions 1^4, caracterisee en ce que au moins une 

30 cytosine de la sequence hexamerique ou octamerique est 
remplacee par une cytosine modifiee. 

7. Utilisation d' oligonucleotides stabilises 
selon I'-une quelconque des revendications 1 et 2, 
caracterisee en ce que les oligonucleotides stabilises 

35 sent selectionnes dans le groupe constitue par les 
phosphorothioates, les methylphosphonates et les 
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oligonucleotides dont au moins une extremite a ete 
stabilisee . 

8. Utilisation d* oligonucleotides stabilises 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, 

5 caract^risee en ce que les oligonucleotides sont sous 
forme de simple brin ou de double brin. 

9. Utilisation d ' oligonucleotides stabilises 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, 
caracterisee en ce que les oligonucleotides sont couples 

10 par des liaisons covalentes, ioniques ou faibles a une 
molecule susceptible d'augmenter I'af finite tumorale. 

10. Utilisation d * oligonucleotides stabilises 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 9, comme 
principe actif antitumoral pour la preparation d*un 

15 medicament utile pour traiter les cancers quels que soient 
leur nature et leur degre d'anaplasie, 

11. Utilisation d' oligonucleotides stabilises 
selon la revendication 10, caracterisee en ce que le 
cancer est choisi dans le groupe const itue par les cancers 

20 des syst ernes nervexix central et peripherique , 

12. Utilisation d' oligonucleotides stabilises 
selon la revendication 11, caracterisee en ce que le 
cancer est choisi dans le groupe constitue par les 
astrocytomes, les glioblastomes, les medull obi as tomes, les 

25 neuroblastomes, les melanomes et les carcinomes. 

13. Utilisation d ' oligonucleotides stabilises 
selon I'une quelconque des revendications 10 a 12, 
caracterisee en ce que le medicament est administre de 
maniere a avoir une dose au niveau du site tumoral de 10 

3 0 a 100 0 |J-g/g de tumeur. 

14. Utilisation des oligonucleotides 
stabilises selon la revendication 13 caracterisee en ce 
que le medicament est administre par voie intratumorale . 

15. Utilisation des oligonucleotides 
35 stabilises selon la revendication 13, caracterisee en ce 

que le medicament est administre par une voie choisie 
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dans le groupe constitue par les voies intraveineuse , 
intraperitoneale , topique , transdermique , sous -cutan^e , 
intra-arterielle, pulmonaire, naso-pharyngee ou orale . 

16. Utilisation selon I'une quelconque des 
revendi cat ions 10 i 15, caracteris^e en ce cjue les 
oligonucleotides stabilises utilises sont associes a tout 
moyen physique ou chimique facilitant I'obtention d'une 

dose locale efficace. 

17. Utilisation selon I'une quelconqpjie des 

revendi cat ions 10 a 16, caracterisee en ce que les 
oligonucleotides sont administres sous toute forme 
pharmaceutiquement acceptable • 
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LISTAGE DE SEQUENCE 

<110> ASSISTANCE PUBLIQUE - HOPITAUX DE PARIS 

UNIVERSITE PIERRE ET MARIE CURIE (PARIS VI) 
5 INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE 

<120> UTILISATION D » OLIGONUCLEOTIDES STABILISES COMME 
PRINCIPE ACTIF ANTITUMORAL 

10 <130> CMGnnl020/8FR 

<140> 
<141> 

15 <160> 6 

<170> Patentln Vers. 2.0 

<210> 1 
20 <211> 22 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

25 <223> OLIGONUCLEOTIDE PHOSPHOROTHIOATE 
<220> 

<223> OLIGONUCLEOTIDE PHOSPHOROTHIOATE 
30 <400> 1 

tgaccgtgaa cgttcgagat ga 22 

<210> 2 
<211> 22 
35 <212> ADN 

<213> Artificial Seqaenco 



\ 
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<220> 

<223> OLIGONUCLEOTIDE PHOSPHOROTHIOATE 
<400> 2 

tgactgtgaa cgttcgagat ga 

<210> 3 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> Artificial Sec[uence 
<220> 

<223> OLIGONUCLEOTIDE PHOSPHOROTHIOATE 
<400> 3 

tcatctcgaa cgttccacag tea 

<210> 4 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> OLIGONUCLEOTIDE PHOSPHOROTHIOATE 
<400> 4 

tgactgtgaa cgttccagat ga 

<210> 5 
<211> 26 
<2X2> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> OLIGONUCLEOTIDE PHOSPHOROTHIOATE 
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<400> 5 

tccataacgt tcgcctaacg ttcgtc 26 

5 <210> 6 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 



10 <220> 

<223> OLIGONUCLEOTIDE PHOSPHOROTHIOATE 
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<400> 6 

tgccagtgac gtcatgtgac 
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H^ILLE RECTIFI^E 



BEVENDI CATIONS 

1. Utilisation d' oligonucleotides stabilises qui 
comprennent au moins una sequence hexamerique de type, 

5 ' -purine-purine-CG-pyriinidine-pyriinidine-3 ' pour la 
5 preparation d'un medicament a action antitumorale locale. 

2. Oligonucleotides stabilises qui comprennent au 
moins une sequence octamerique du type 

5 ' -purine-purine--CG-pyrimidine-pyrimidine-CG-3 ' ou 
5 ' -purine-purine-CG-pyrimidine-pyriinidine-CC-3 ' comme 
10 principe actif antitumoral a action locale. 

3. Utilisation d' oligonucleotides stabilises selon la 
revendication 1 caracterisee en ce que lesdits 
oligonucleotides comprennent au moins une sequence 
hexam.erique choisie dans le groupe const itue par AACGTT, 

15 GACGTT, AGCGTT, GGCGTT, AACGTC, GACGTC, GACGTC, AGCGTC, 
GGCGTC . 

4. Utilisation d' oligonucleotides stabilises selon la 
revendication 2 caracterisee en ce que ledits 
oligonucleotides comprennent au moins une sequence choisie 

20 dans le groupe constitue par : AACGTTCC, GACGTTCC, 
AGCGTTCC , GGCGTTCC , AACGTTCG , GACGTTCG , AGCGTTCG , 
GGCGTTCG , AACGTCCC , GACGTCCC , AGCGTCCC , GGCGTCCC , 
AACGTTCG, GACGTTCG, AGCGTTCG, GGCGTTCG. 

5. Utilisation selon I'une quelconque des 
25 revendications 1 a 4, caracterisee en ce que 

1' oligonucleotide est choisi dans le groupe constitue par 
les sequences SEQ ID N° 1 a SEQ ID N"* 6. 

6. Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterisee en ce que au moins une 

30 cytosine de la sequence hexamerique ou octamerique est 
remplacee par une cytosine modifiee. 

7. Utilisation d' oligonucleotides stabilises selon 
I'une quelconque des revendications 1 et 2, 
caracterisee en ce que les oligonucleotides stabilises 

35 sont selectionnes dans le groupe constitue par les 
phosphorothioates, les methylphosphonates et les 
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FIGURE I 
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FIGURE IT 
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